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directed into an illumination unit. 

To illuminate the sample (118) a smaU-aperture lens (112) is used 
-giving small-scale reproduction. A condenser with large aperture^ 
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Verfahren und Vorriehtung zur Erzaiigung von Fluoreszenzbildem 

Fluoresienzbilder ausfledehnter, grofter Objektfaldsr 
werden mit Hilfe eines L88efSc8n.M.kro.kops eraeugt, 
wobei die Fluoresienzstrahluno <n emer Durchliehtanord. 
nuno mil Hilfe eines Kondensators (1 14) nachQewieaenwifd, 
dessen Aoertur groBer als die Apertur des lur Anregung 
benomen'obersichtsobjektiv. (112) i«. Fremdiieht aus ei^ 
nem das Objektiv (112) umflebenden Aperturbereich wird 
mil einer spiegelnden Abdeckkappe (129) vom Kondenaator 
(114)ferngehaltan. 
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Beschreibung 



Die Erfindung beirifft cin Vcrfahren zur Erzeugiing 
von Fluoreszenzbildern mil cinem das Objckl punkifdr- 
mig abrastcrnden Lichtmikroskop, wobci die Fluorcs- s 
zenzstrahlung in eincr Durchlichianordnung nachge- 
wiesenwird. 

In der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wird 
uberwiegend mit Auflichtanregung der Fluoreszenz ge- 
arbeitcl, d.h. die nachzuweiscndc Fluoreszenzsirahlung lo 
wird uber einen dichroitischen Teilerspiegel aus dem 
Auflichtbeleuchtungsstrahlengang ausgekoppclt 

In seltenen Fallen, bei dcncn die Fluoreszenz im 
Durchlicht beobachtet wird. benutzi man Dunkelfeld- 
kondensorcn zur Objektbelcuchtung. Dies hat seine Ur- is 
sache darin. daB es nicht ohne weitcres m6glich ist, das 
im Durchlichtbetrieb in Richtung auf den Detcktor gc- 
streuie Anregungslichi im Hcllfeldfallc ausrcichend zu 
unterdrficken. . 

Es ist auch bekannt, Fluoreszenzbiider mit Hilfe von 20 
sogenannlcn.. La§cxrScaQiMiKrpskop,en zu .erzcugcn, In 
Laser-Scan-Mikroskopen wird die Probe durch einen 
entweder vom Objektiv oder von einem Kohdensor 
punktffirmig fokussicrtcn Lichtstrahl abgerastert Sei- 
che Mikroskopc sind beispielsweise in der US-PS 25 
44 07 008 Oder der Produktinformation W 41-910-d IX/ 
84 "Laser-Scan- Mikroskop" der Anmelderin beschrie- 

ben. .... 

Da bei punktweiser Objektabtasiung die Intensitat 
des Anregungslichies irh Mittel sehr viel geringer als bei 30 
konventioneller mikroskopischer Beleuchtung isi, eig- 
nen sich Laser-Scan-Mikroskope gui fQr die Fluores- 
zenzmikroskopie und es sind auch schon Verfahren be- 
kanni gcworden. bei denen die Fluoreszenz bei Durch- 
lichianregung im Hellfeld detektiert wurdc. Enispre- 35 
chende Angaben hierzu finden sich in den Artikein von 
Wijnaendts van Resandt et al: "Optical fluorescence mi- 
croscopy in three dimensions: microtomoscopy" im 
Journal of Microscopy. Vol. 138. April 1985, Seiten 
29-34; von H.P. Mansberg und J. Kusnetz: "Quantitaii- 40 
ve Fluorescence Mikroskopy: Fluorescent Antibody 
Automatic Scanning Techniques" in The Journal of Hi- 
stochemistry and Cytochemistry. Vol. 14 Nr. 3 (1966). 
Seite 260-273. und von A.F. Slomba et al: "A laser 
flying spot scanner for use in automated fluorescence 45 
antibody instrumentation** im Journal of the Association 
for the Advancement of Medical Instrumentation, Vol.6 
Nr. 3 (1972). Seite 230 -234. 

Bei den bekannien Verfahren wird zur Fokussierung 
des Abtastlichtstrahies cin Objektiv mit hoher Apertur 50 
benutzi. urn die habere Aufldsung des Laser-Scan-Mi- 
kroskops gegcnuber einem konventionellen Mikroskop 
ausnuizen zu konnen, d.h. Objektiv und Kondensor auf 
der Anregungs- bzw. Nachweisseiie besitzen die gleiche 
Apertur. Die oben zitierten Autoren betonen auBerdem, 55 
daB der Nachweis der Fluoreszenz in Auflichtanordnun- 
gen gegenObcr ciner Durchlichtanordnung vorzuziehen 



se!. 



Es sind nun AnwendungsfSllc bekannt, bei denen fluo- 
reszenzmikroskopische Verfahren bisher nicht oder nur 60 
schlecht eingesetzi werden konnen. Wenn z.B. in einem 
Blutaussirich oder auf Metaphasenplatten mitiels fluo- 
reszcnzmarkierter Antikfirper aus Tausenden oder Mil- 
lionen von Zellen oder Chromosomen nur die wenigen 
herausgefunden werden sollen, die sich durch eine se- 65 
lektive Markierung verraien, dann sind fOr eine zuver- 
lassige Siatislik im MaBsiab des Mikroskops riesige Fia- 
chen von mehreren Quadratzentimetern zu untersu- 



Chen. Glciches gilt, wenn in cinem Schnellschnitl zuver- 
lassig pathologisch relevanie Bereiche Ober eine Ami- 
kerpcrfluoreszenz identifiziert werden sollen. Auch hier 
iritt das Problem auf. mdglichst groBe Probcnbereiche 
in mdglichst kurzer Zeit fluoreszenzmikroskopisch zu 
umersuchen. Will man nun Objektivc mil niednger 
MaBstabszahl verwenden, um die groBen objektseitigen 
Sehfelder abzubilden, dann ist damit in aller Regef auch 
der Gebrauch niedriger numerischer Aperturen ver- 
bundcn. Die setzt jedoch die Effizienz des Fluoreszenz- 
nachweises stark herab, denn die Fluoreszenzemission 
aus dem PrSparat erfolgt fast isotrop nach alien Rich- 
tungen, die numerische Apertur des Objektivs bzw. des 
Kondcnsors begrenzi aber den Raumwinkelbercich. un- 
ter dem das cmittierte Licht eingefangen wird 

ZurLOsung des angesprochenen Problems wurde be- 
reits vorgcschlagen "Superobjektive" mit grofler Aper- 
tur bei gleichzeitig kleinem AbbildungsmaBstab zu ent- 
wickeln und mit diesen Objektiven die Fluoreszenz in 
Auflichtanordnung und zusatzlichem Einsatz von Rest- 
lichtbildverstarkern nachzuweisen. Die Kombi 
ne^ Objektivs m^^^^ hbher Apertur urid cinem I^estiichi- 
bildverstarker ist jedoch sehr unharmonisch. da die 
durch die hbhe Apertur erzielte optische Aufl6sung 
vom RcstlichtbildverstSrkcr nicht Obertragcn werden 
kann. 

Der Erfindung licgt die Aufgabe zugrunde. ein fluo- 
reszenzmikroskopischcs Verfahren anzugeben, mit dem 
mflglichst groBe Objekifelder bei gleichzeitig hoher Ef- 
fizienz des Fluoreszenznachweises .dargestellt werden 
kdnncn- 

Ausgehend von einem Verfahren, bei dem das Objekt 
punktf6rmig abgerastert und die Fluoreszenzsirahlung 
in einer Durchlichtanordnung nachgewiesen wird. er- 
folgt die LOsung der angegebenen Aufgabe durch die im 
Kennzeichen des Anspruchs 1 angegebenen Merkmale 
dadurch, daB zur Beleuchtung der Probe ein niederaper- 
turiges Objektiv mit kleinem AbbildungsmaBstab und 
zum Nachweis der Fluoreszenzstrahlung ein Kondensor 
hoher Apertur verwendct wird Besondcrs gute Ergeb- 
nisse lieBen sich mit dem Verfahren erziclcn, wenn die 
Apertur des Kondensors mindestens um einen Faktor 
1,6 haher als die des Objektivs gewahlt wurdc. 

Mit den angegebenen MaBnahmen llBt sich zunnm- 
dcst fQr transparente bzw. semitransparcnte Objekie 
die Fluoreszenz sehr viel effizienter als in Auflichtan- 
ordnungen nachwcisen. Da der Kondensor keine abbil- 
denden- Eigenschaften besitzen muB, sondern in erster 
Linie allein die von der Probe emitticrtc Fluoreszenz- 
sirahlung uber einen mSglichst groBen Raumwinkel 
sammein muiS, kann hierfOr auch ein einfacher linsenlo- 
ser Kollektor z.B. in der Form eines auBcnverspiegelten 
Glaszylinders verwendet werden. 

Da die Apertur von Objektiv und Kondensor bei dem 
erfindungsgemSBen Verfahren unierschiedlich sind. ist 
es zweckmSBig Fremdiicht, das aus einem das Objektiv 
umgebenden Aperiurbereich in den Kondensor einfal- 
len kennte, durch eine um das Objektiv gclegie Abdek- 
kung abzuschirmen. Besonders vorteilhaft ist es. v^enn 
als Abdeckung ein innenverspiegelter Hohlspiegel be- 
nutzt wird. Dieser Hohlspiegel kann zusStzlich dazu die- 
nen,die von der Probe zur Beleuchtungsscite bin emit- 
lierte Ruoreszenzsirahlung in sich zurQckzuspiegeln. 
wodurch die IniensiiSt des nachgewiescnen Fluores- 
zenzlichtes erhOht wird. 

Wenn zusatzlich ein zweiter DetekiorfOr die uber das 
Objektiv gesammelte Fluoreszenzsirahlung in emer 
konfokalen Auflichtanordnung in einem ausgespiegel- 
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.en Zweig Aufr.chtsuahLgang ^^^^^^^ ^^Sf^S^^mlS^ 

geordnet wird.dann ist es -^^^^^^^^^^^^ '^Sum Nachweis dls ton der Probe, (13) vorwins m 

fionenOberdienuoresziercndenProbenbere ch^^^^^^^ Sirahlrichtung gcstreuten Lichtes bzw. der Roores- 

winnen: Die Kombinat.on 5"°^"^^^^^^^^^^^ , «„' suahlung im Durchlich. ist ein zweiter Dewktor 

bildes mit einem ad d^ a") vorgesehen. Dieser befindet sich ebenfalls in einem 

isolierten Details zcgt. .B^^t H.nw^ (27 o g .^^^ Durchlicht-Hilfsbe- 

Orientierung 2.B. von Z« 'b«»andte.len in einer Ze^^^^ feuchtungsstrahlengang des Mikroskopes ausgespiegel- 

Derartigelnformationenlassens.chm.tandercn^^^^^^ e„ TSrahlcngang hinter einer 

skopischen Vcrfahren n.cht oder nur sehr schwer ge- "jTeJ^j;^^^ bestehtausei- 

'"te'Le vorteilhafte Ausgesta.tungen der Erfindun- tc"densor'(\'i) 
gen werden nachstehend a„ a d d^^^ F.guren der be.ge- -^-.^'.'^f,'^^^^^^^^ Un mit dem Detek.or (27) 
fOgtenZeichnungen ntthereriautert. Fluoreszenzstrahlung nachgewiesen werden $oll.dann 

ng. 1 ist eine Prinr.psk.2?e e.nes bekann,e„ ,n Auf- f '7^«^'3f,"'ii,ersTrahlung durch ein rwischen denri 
licht und Durchlicht ru benutzenden User-Scan-M.kro- ,5 JJBi ^s.cn^J e ^ ^^^^ eingefflgtes Fil- 

2 ist einc vercinfachte Darsteilung d« Teils des (Jf ) -^J^;,^;^^^^^^^^ ausgedehnter Probenbe- 
Mikroskops aus F.g. 1 . der gemiB der Erf.ndung mod.f.- ^^Zur ^^^^^^^^^^^.^^^ -J^^^ erfindungsgem^B vor- 
ziertwurde; . , . A.«f.".h ^ oxehen das in Fiff. 1 dargesiellie, bekannte Laser- 

Rg. 3 ist die Prinzipskizze « « ^^SiJ^S!^n^glMztis^.^v. modifizieren, 

" rungsform fOr ddn in Rg. 2 dargestellten- Durchlichts- Scan^J^'^^^j Objektivs (12) ist ein Obersichtsobjektiv 
trahlengang; . _ . p . ^- >^^2) mit kleinem AbbildungsmaBstab und geringer 

F.g. 4 zeigt eine Sk.zze des B.ldes e.ner Probe die [vuj beispielsweise das Objekti v Epiplan 4 x /0. 1 
gleichzeitig fluoreszenzmikroskopisch '"^ D"^~ X das Obiektiv Plan-NEOFLUAR 5 x /0.15 der An- 
5nd in einer konfokalen Auflichtanordnung beobachtet 25 oder das O^^"'^^^ ^j^^^^ objektiv herun, ist eine 
. jo-M-,^:« Fremdlichtabschirmung(129)gelegt.d!e veriiindert.das 

SirDu^rchHchtnuoreszenzdar^^^^^^^^^ 

sten Objektiv-Kondensorkombination gemSfl der J "J '^^3, ,„^^^^ 

Erfindunggemachtwurden. "Achromatisch-aplanatischer Systemkondensor 

ng.6aund6bsind Bilder.die . verwendet werden, der je nach Zuschaliung emer 

I) in herk6minl.cher Aufhchtnuoreszenzdarstei- ^/^^j;;"; .l)^^^^ 

iTrDurchHchtnuoreszenzdarstenung ""zJfuSdrackung der AnregungswelieniSnge des 

zweiten Objektiv-Kondensorkombmation gemaD Zur JJmerdruc Durchlichtstrahlengang 

der Erfindunggemachtwurden ttischcn dcm Strahlteiler (118) (der dem Strahlteiler 

m r.g.l ist ein I^.«';Scan-M.kroskop d^^^^^^^ Rg ^^nS?^^^^^^^ 

wie es beispielsweise ""'^ *° S?Serrfiher in Form von zwei Kantenfihem LP 520 

duktinformationW41-910-db^^^^^^^ von zusammen 2 mm Dicke gesetzt. 

Der Strahl eines Argon-Users (1) w>™ "**=",X7, «/ie aus der schraffierten Darste ung des vereinfacht 

kung an dem Spiegel (2) 7" f ^el^eskopop^^^^^^ geSetJn Du?Ststrai,lenganges hervorgeht. 

aufgeweitet und e'"«'"/^'"«y"''". "V' «St der Kondensor (114) nicht nur die unter dem 

zwei senkrecht ApeSSrwIStel de^^^^^^ der Probe voru-irts 

zugefOhrt Der von diesen SP>egeJ^_^^>J 'S^J abge le^^^^^ XrTu« Fluoreszenz trahlung. sondern auch Strah- 

Lichtstrahl wird dann von e.nem Strahlteiler (11) m den „^ ^^Beren, gestrichelt dargestell- 

Beobachtungsstrahlengang ''^'^^^j.'lX' kTms "n Aoerturbereich (>4) Wenn die Apertur des Konden- 

spiegelt und von einem Objekliv (12) auf d.e Probe (13) ^"^P*^^^^^^^ Vaktor 1,6 uber der Apertur (B) des 

fLssiert. Die Linse (9) dient zur Abb d"ng de Ab^^^^^^^ 50 ^or et. a urn e men h , ^.^^ ^.^ ^^^^P ^.^^^ 

systems (8) in das Objektiv (12 Mit (22) und (23) sind ODjeKtivs u ^^^^^^ Steigerung der Empfindlichkeit des 

L'ampe und KoUek.or eines "NaZe^seTsc^^^^^ Bei einem Un- 

bezeichnei, das mittels ernes p^J*^^^^^^ terschTed der Aper.uren etwa um den Faktor 3 sie.gert 

koaxial dem Strahl des Lasers (1) uber agert^^^^^^ iiSachweisempfindlichkeil um ca. eine GrSBenord- 
ermeglicht eine konvenfonelle "^f ^^^^^^^i' » nun^ Eine nochmalige Erhfihung der Nachweisemp- 

achtung des Objektes (13) uber de. ™^^^^^ rn3lichkeitrrddurch%ine Verspiegelungderinnense,- 

stellten Beobachtungsstrahlengang bestehend aus emer '"5"";?' ; Abdeckung (129) erzielt. Denn damit 

Tubuslinse (24). einem Umlenkpnsma (25) und e.nem J.ff ^g^Ji;"^^^^^^^^ beleuch.ungssei.ig von der 

Okular(26). „;,.hi.„ Oarc.ellune des Obiekts 60 Probe (1 13) emittierten Fluoreszenzstrahlung zum Kon- 

Zur rastermikroskopischen Darsiellung oes udj^k" 60 ^™ „ ^jjert und in Vorwartsrichtung,d.h. im 

<''^'''tT'2::;^Zu^^^^^ SSrah^ngang nachgewiesen^ 

vorgesehen. der hmter einer ."p^^ nie Fit 5a stell. das Fluoreszenzbild einer Probe dar. 

(6) fngeordne. ist ""J^be.sp.e swe.se d.e^^^^ wires^fhal.e" wird. wenn man nur die Fluoreszenz- 

emittierteundvomObjekt.v(12)gesammeUe Stra^^^^^ „ Mrahlung aus dem Aperturbereich (B) des Objekt.vs 
nachRackfOhrung0berd.eAblenke.nhe..(8) nachwe.sL es Detektor 107) in F.g. 2 zur 

uid Je; Ab^l^^^^^^^^^ (8) ausgespifgelten Teil- Obersichtsobjektiv 4 x/0.1 benutzt. 
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Das in Fig. 5b dargesiellte Bild wurde bei Vorwans- 
deiekiion dcr Fluoreszcnz mit einem Kondcnsor (114) 
mil einer Apertur von 0,6 aufgcnommcn, wobei die 
Fluoreszenzanregung mit dem bcreiis gcnanntcn Ob- 
jekiiv 4 X /0,1 Pol erfolgtc. Wie man sicht. IflDt sich iiber 5 
das relativ groBe Bildfcld von 2.4 mm x 2.4 mm cine 
deulliche Verbesserung dcr Bildqualiiat nach dcr Dar- 
slellungsmcthode bei Vorwansdetakiion (Fig. 5b) er- 
kennen. Noch drastischer ist der Unterschied in der 
Bildqualitat zwischen den Fig. 6a und 6b zu erkenncn. 10 
Das Bild nach Fig, 6a wurde mit einem Objektiv 
U5 x/0.04 in Auflichtnuorcszcnzdarstellung durch das 
Objektiv hindurch aufgenommen. wahrcnd das Bild in 
Fig. 6b bei Vorwfirtsdetektion mit Hilfe cincs Konden- 
sors mit einer Apertur von 032 aufgenommen wurde. is 

Da es zur Erzielung des gezeigten Effektes im we- 
sentlichen darauf ankommt, die Fluoreszenzstrahlung in 
Vorwartsrichtung in einem mOglichst groBen Raumwin- 
kelbereich zu crfassen, kann anstelle eincs aus Linsen 
bestehenden Kondensors (114) die in Fig. 3 gezeigte 20 
alternative NaGhweiseinrichtung;^venvcndct^werden.Sie ... — 
besteht aus einem an die Untcrseite des Objekttragcrs 
(113) immcrgierien. fluorcszenzfreien Glaszylinder 
(130), dessen AuBenseiten verspiegelt sind. Das von der 
Probe in den Glaszylinder (130) eintretende Fluores- 25 
zenzlicht wird durch den Glaszylinder gesammelt und 
gelangt nahezu vollstandig zu einem hintcr dem Glaszy- 
linder angeordnetcn Photomultiplier (132), vor den cin 
Filter (131) zur UnterdrOckung der Anrcgungswcllen- 
lange gesetzt ist 30 

Das in Rg. 4 dargcstcllte Bild erhalt man. wcnn man 
gleichzeitig im Aufbau nach Fig. 2 die mit dem Detektor 
(127) in Vorwartsrichtung nachgewiesenc Fluoreszenz- 
strahlung und die von dem Detektor (107) in einer kon- 
fokalen Auflichtanordnung nachgewiesene Fluores- 35 
zenzstrahlung zur Bilderzeugung verwendet Die konfo- 
kale Anordnung laSt sich dadurch erreichen, daB man 
vor den Detektor (107) eine Blende (130) mit punktfdr- 
miger Offnung in einer zur Objektebene (113) konju- 
gierten Ebene vorschaltet 40 

Mil Hilfe der konfokalen Anordnung wird eine Tie- 
fendiskriminierung im Objekt erreicht. so dafl das vom 
Signal des Detektors (107) erzcugte Fiuoreszenzbild nur 
Detailbereiche der Probe, jedoch in fester raumlicher 
Relation zu den mit dem Detektor (127) nachgewiese- 45 
nen fluoreszierenden Probenbereichen zeigt 

Die beiden Bilder konnen auf einem gemeinsamen 
Monitor (133) in verschiedenen Farben dargesiellt wer- 
den so daB die konfokal isolierten Details (134) der 
Probe z.B. rot innerhalb einer grunen Obersichtsdarstel- 50 
lung (135) eingebettet erscheinen, 

Patenianspruche 

1. Verfahren zur Erzeugung von Fluoreszcnzbil- 55 
dern mit einem das Objekt punktfdrmig abrastern- 
den Lichtmikroskop. wobei die Fluoreszenzstrah- 
lung in einer Durchlichtanordnung nachgewiesen 
wird, dadurch gekennzeichnet. daB zur Beleuch- 
lung der Probe (113) ein niederaperturiges Objek- 60 
tiv (112) mit kieinem AbbildungsmaBstab und zum 
Nachweis der Fluoreszenzstrahlung ein Kondensor 
(1 14) hoher Apertur verwendet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB ein Objektiv mit einer Apertur klei- 65 
ner gleich 0,5 und ein Kondensor mit einer Apertur 
grdBer gleich 0.5 gewahli wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 



806 

6 

zeichnet. daB die Apertur des Kondensors (114) 
mindestens um einen Fakior 1 .6 h6her als die Aper- 
tur des Objektivs (1 12) gewahlt w ird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB ein Objektiv mit einer Apertur klei- 
ner gleich 0,2 und gleichzeitig ein Kondensor (114) 
mit einer Apertur gr6Ber gleich 0.6 verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die beleuchiungsseitig aus der Probe 
(113) austretende Fluoreszenzstrahlung in einem 
das Objektiv (112) umgebenden Aperturbereich in 
sich zurOckgespiegelt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Fremdlicht aus einem das Objektiv 

(112) umgebenden Aperturbereich abgeschirmt 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB zusfitzlich die Ober das Objektiv (1 12) 
gesammelte Fluoreszenzstrahlung in einer konfo- 
kalen Auflichtanordnung nachgewiesen wird und 
beide FIuoreszenzbilder nacheinander bzw, gleich- 
zeitig Oberlagert dargestellt werden. 

8. Mikroskop zur punktweisen Abtastung von Ob- 
jekten mittels eines durch ein Objektiv (112) fokus- 
sierten Laserstrahles und einer Einrichtung der De- 
tektion der von der Probe emittierten Fluoreszenz- 
strahlung. wobei der Detektor (127) dcr Einrich- 
tung im Durchlichtstrahlengang des Mikroskopes 
angeordnet ist. dadurch gekennzeichnet. daB zur 
Fluoreszenzdarstellung ausgedehntcr Probenbe- 
reiche ein Objektiv (112) mit geringer Apertur und 
kieinem AbbildungsmaBstab eingeseut ist und auf 
der Durchlichtseite eine Lichtsammelnde Einrich- 
tung (Kondensor 114, 130) mit hdherer Apertur 
angeordnet ist. 

9. Mikroskop nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die Apertur von Objektiv (112) 
und Kondensor (114) mindestens um einen Faktor 
l,6unterscheiden. 

10. Mikroskop nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB eine die habere Apertur des Konden- 
sors (114) gegen Fremdlicht schtittcnde Abdek- 
kung (129) vorgesehen ist 

11. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Abdeckung (129) ein um das Ob- 
jektiv (112) gelegterHohlspiegel ist. 

12. Mikroskop nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB ein zweiter Detektor (107) fflr Fluo- 
reszenzstrahlung in einem ausgespicgelten Zweig 
im Auflichistrahlengang hinier einer Blende (130) 
angeordnet ist. die sich in einer zur Objektebene 

(113) konjugierten Ebene befindet. 
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